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Zoologisch-vergl. anatomisches Institut der Universität Zürich. 


Die Insekten sind durch ihren hohen Gehalt an freien Aminosäuren gekenn- 
zeichnet. Zahlreiche Autoren befassten sich mit Veränderungen der Aminosäuren 
während der postembryonalen Entwicklung (für Literaturangaben siehe CHEN 
1962, 1966). Über das Verhalten dieser Substanzen während der Embryonalent- 
wicklung liegen jedoch relativ wenig Untersuchungen vor. Im Verlaufe der 
Embryogenese werden die Dottereiweisse abgebaut und gewebespezifische Proteine 
aufgebaut. Proteasen wurden in Eiern von Musca domestica (GREENBERG und 
PARETSKY 1955), Locusta migratoria (SHULOV et al 1957, KUK-MEIRI et al 1966), 
und Schistocerca gregaria (KUK-MEIRI et al 1954) nachgewiesen. Es ist deshalb 
anzunehmen, dass die Stoffwechselphysiologie der Aminosäuren und deren 
Derivate sich mit fortschreitender Zelldifferenzierung und Organbildung ändert. 
Eine systematische Analyse der am Proteinstoffwechsel beteiligten Komponenten 
in verschiedenen Entwicklungsstadien dürfte uns Auskünfte über die der Mor- 
phogenese zugrundeliegenden biochemischen Prozesse geben. 

Mittels Papierchromatographie untersuchten HADORN und MITCHELL (1951) 
sowie VON DER CRONE-GLOOR (1959) die freien Aminosäuren und Peptide in 
Eiern und Embryonen von Drosophila melanogaster. Ähnliche Untersuchungen 
führten CHEN und BRIEGEL (1965) an autogenen und anautogenen Stämmen der 
Stechmücke Culex pipiens durch. Bei den Schmeissfliegen Phormia regina liegt, 
soweit uns bekannt ist, noch keine genaue Untersuchung vor. Das Auflösungs- 
vermögen der Papierchromatographie ist durch die geringe Kapazität des Filter- 
papiers sehr beschränkt; mit dieser Methode erfasst man deshalb nur diejenigen 
Stoffe, die in den zu untersuchenden Proben in relativ hoher Konzentration 
vorhanden sind. Hingegen erlaubt die Ionenaustausch-Chromatographie bei jeder 
Bestimmung eine viel grössere Substanzmenge zu verwenden, und trotzdem eine 
scharfe Auftrennung der einzelnen Substanzen zu erzielen. In der vorliegenden 
Arbeit haben wir die Ninhydrin-positiven Komponenten während der Embryo- 
genese von Drosophila, Culex und Phormia mit Hilfe dieser Technik analysiert. 
Unser Ziel besteht darin, das artspezifische Muster in Eiern und Embryonen 
dieser Dipteren so genau wie möglich aufzunehmen. Ausser Aminosäuren und 
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Peptide interessieren uns vor allem die Phosphatester, die bekanntlich eine 
zentrale Rolle im intermediären Stoffwechsel der Phosphatide spielen. Die hier 
gewonnenen Ergebnisse werden mit denjenigen anderer Insektenkeime verglichen. 


MATERIAL UND METHODE 


Die Eier von Drosophila melanogaster wurden aus einem Wildstamm (Sevelen) 
gewonnen, der seit vielen Generationen in unserem Institut auf Standardfutter 
(Mais-Zucker-Hefe-Agar) gezüchtet wird. Es wurden zweistündige Gelege von 
jungen Fliegen gesammelt. Bis zu den gewünschten Stadien blieben die Eier im 
Futterschälchen bei 25°C. Die Culexeier stammten von einer anautogenen Form 
(C. pipiens var. fatigans), die durch Bruder-Schwester-Kreuzungen gehalten wird. 
Die Fütterung der adulten Mücken erfolgte durch Saugen am Küken in einem 
Gazekäfig. Etwa 3 bis 5 Tage nach der Blutaufnahme legten die Weibchen die 
Eier ab, die täglich gesammelt wurden. Um Gelege von Phormia regina zu erhalten, 
fütterten wir die Adultfliegen mit gehacktem Kuhfleisch. Die Eier, die innerhalb 
von 4 Stunden abgelegt wurden, dienten als Versuchsmaterial. Die Embryonalent- 
wicklung von Drosophila und Phormia dauert bei 25°C ca. 22 Stunden, diejenige 
von Culex 41-43. 

Vor der Homogenisierung wurden die Drosophilaeier gründlich mit Wasser 
gewaschen, damit keine Verunreinigung durch Hefe stattfand. Die Phormiaeier 
wurden während 5 bis 10 Minuten mit 0,1 n NaOH behandelt; anschliessend 
wurden sie mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen. Um die Ninhydrin- 
positiven Substanzen zu extrahieren, wurden die Eier in heissem Methanol (80 %) 
homogenisiert. Nach Zentrifugierung wurde der Rückstand noch 2 mal mit 
Methanol gespült. Der Extrakt wurde dann in einem Vakuum-Rotationsver- 
dampfer eingedickt, und der trockene Rückstand, je nach dem verwendeten 
Eigewicht, in 2 bis 8 ml destilliertem Wasser aufgenommen. Die Entfernung der 
fetthaltigen Substanzen geschah durch Schütteln des Extrakts mit Chloroform. 
Nach Abtrennung der Chloroformschicht wurde der wässrige Extrakt mit dem 
gleichen Volumen eines Citratpuffers (pH 2,2) gemischt. Die Endkonzentration des 
Extrakts betrug 0,11—0,22 gr/ml. Für jede Analyse verwendeten wir 1—2 ml der 
so hergestellten Probelösung. 

Die Auftrennung der einzelnen Substanzen wurde nach einem von SPACKMAN, 
STEIN und Moore (1958) ausgearbeiteten Ionenaustausch-chromatographischen 
Verfahren durchgeführt. Dabei benützten wir einen von der Firma Beckman 
hergestellten automatischen Aminosäure-Analysator (Modell 120 B). Die sauren 
und neutralen Ninhydrin-positiven Komponenten wurden an einer langen Harz- 
säule (0,9 x 150 cm) mit Citratpuffer von pH 3,28 und 4,25 bei 50° oder 30°C 
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fraktioniert, während die Auftrennung der basischen Komponenten an einer 
kurzen Säule (0,9 x 50 cm) mit Puffer von pH 4,26 bei 30° und 50°C erfolgte. Die 
mittels Standardlösung und Eichchromatogrammen ermittelten Konstanten 
wurden für die Berechnung der Substanzmengen in den einzelnen Fraktionen 
gebraucht. 

Um die Identifizierung der unbekannten Fraktionen zu erleichtern, wurden 
einzelne Eiextrakte mit 6 n HC1 bei 110°C während 16 Stunden hydrolysiert. 
Nach Wegdampfen der Salzsäure untersuchten wir auf gleiche Weise die im 
Hydrolysat befindlichen Aminosäuren. 

Wie bereits erwähnt, wurden die Culexeier täglich aus dem Mückenkäfig 
gesammelt. Dadurch streute das Alter der Eier in den Proben zwischen 0 und 
24 Stunden. Da wir bei der Ionenaustausch-Chromatographie für jede Analyse 
eine grosse Substanzmenge benötigten, war es unmöglich, Proben aus zahlreichen 
Stadien herzustellen. Um eine Übersicht über das Verhalten der einzelnen Stoffe 
während der Embryogenese zu gewinnen, führten wir zusätzlich 2-dimensionale 
Papierchromatographie durch. Methanolische Extrakte wurden aus je 1000 Eiern 
verschiedener Stadien hergestellt, und aufsteigend in 70% n-Propanol und an- 
schliessend absteigend in wassergesättigtem Phenol chromatographiert. Die 
Methode für die quantitative Bestimmung der aufgetrennten Stoffe wurde bereits 
beschrieben (CHEN und BACHMANN-DIEM 1964). Diese Ergebnisse stellen eine 
Erweiterung unserer früheren Untersuchungen (CHEN und BRIEGEL 1965) dar, 
die ausschliesslich mit ein-dimensionaler Papierchromatographie durchgeführt 
wurden. 


ERGEBNISSE 


l. Drosophila melanogaster. 


Das Muster der gesamten Ninhydrin-positiven Stoffe in den frisch abgelegten 
Eiern von Drosophila ist in Abbildung 1 dargestellt. Mittels des Aminosäure- 
Analysators konnten wir mindestens 34 Fraktionen auftrennen. Alle Aminosäuren 
die VON DER CRONE-GLOOR (1959) anhand von Papierchromatographie gefunden 
hat, wurden nachgewiesen. Darüber hinaus stellten wir das Vorkommen von 
Isoleucin, Methionin, Phenylalanin und Ornithin fest. Wie aus Abbildung 1 
ersichtlich ist, sind unter den Aminosäuren Glutaminsäure und «-Alanin besonders 
konzentriert. Asparaginsäure, Glutamin und Glycin kommen ebenfalls in relativ 
hoher Konzentration vor. Von besonderem Interesse ist das Methioninsulfoxyd, 
welches nur in den O-stündigen Eiern nachgewiesen werden konnte, während es in 
späteren Embryonalstadien vollständig fehlt. Andere Aminosäuren, wie B-Alanin, 
y-Aminobuttersäure und Ornithin, treten in den von uns untersuchten Stadien 
regelmässig auf; ihre Konzentration ist jedoch sehr gering. 
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ABB. 1. 


Fraktionierung der freien Ninhydrin-positiven Stoffe in frisch abgelegten Eiern (0,44 gr/2ml) 
von Drosophila melanogaster mittels Ionenaustausch-Chromatographie. Abszisse: Volumen 
des Eluats in ml aus der langen (die oberen zwei Diagramme) und kurzen (das unterste Diagramm) 
Harzsäule. Ordinate: Absorption (A) bei 570 (ausgezogene Linie) und 440 mu (gebrochene 
Linie). Abkürzungen: PSER, Phosphoserin; GPEA, Glycerophosphoäthanolamin; PEA, 
Phosphoäthanolamin; EA, Athanolamin; MSO, Methioninsulfoxyd; ASP-NH,, Asparagin; 
GLU-NH,, Glutamin; y-ABA, Y-Aminobuttersäure; P, Peptide. Für die übrigen Aminosäuren 
sind die ersten drei Buchstaben angegeben. 


Die quantitativen Veränderungen der einzelnen Aminosäuren in Eiern von 
0, 5 und 15 Stunden sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Es ergab für die ganze 
Entwicklung einen deutlichen Abfall der Totalmenge. In Übereinstimmung mit 
den Angaben von VON DER CRONE-GLOOR (1959) ist der Gehalt an Asparaginsäure 
und Glutaminsäure in späteren Stadien stets niedriger als zu Beginn der Ent- 
wicklung. Hingegen bleibt die Konzentration des Glutamins relativ konstant. 
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Nach unserm Befund nimmt der Gehalt an «-Alanin in den ersten 5 Stunden 
bereits stark ab, während die papierchromatographische Untersuchung eine 
stetige Zunahme dieser Aminosäure ergab. Ob dieser Unterschied rein methodisch 
bedingt ist, bleibt vorderhand unentschieden. 


TABELLE | 


Freie Aminosäuren und Derivate in Eiern von Drosophila melanogaster. 


Aminosäuren 
und 
Derivate 
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vor nach vor nach vor nach 
Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse 
uM/g| % |[uM/g| % | uM/g| % |uM/g| % |uM/e| % |uM/g | % 
0,17| 0,55| — — 0,11 | 0,47) — =. 0,12 | 0,53 = = 
0,28! 0,91 — = 0,31 1,321 — — 0,48 | 2,13 = = 
1,28 | 4,15 — — 0,92 | 3,92 2. = 0,69] 3,06| — — 
0,54 | 1,75! 0,43| 1,62] 0,47| 2,00| 0,78| 1,39| 0,54| 2,39| 0,60| 1,98 
0,511, 1,651 — Ea Es = ES = ps eve 
1,30 | 4,22| 1,99! 7,50| 0,34] 1,44| 4,46| 7,96| 0,60| 2,66| 2,63| 8,67 
0,57| 1,85| 0,52) 1,96] 0,51| 2,17| 1,44| 2,57| 0,64| 2,84] 0,90| 2,97 
0,78 | 3,47| 0,81| 3,06 | 2,17| 9,22| 2,15] 3,84| 2,26| 10,01 | 0,79| 2,60 
}1,99]}8,82] — |) — me zz 
0,77 2,50 1,00 3,77 0,56 | 2,38 213 3,80 | 0,63 2,79 1,06 | 3,50 
6,94 | 22,50! 7,56 | 28,48 | 5,42 | 23,10 | 16,18 | 28,89| 5,00 | 22,15 | 8,54 | 28,20 
1,92 6,23 3,01 | 11,35 1,59 6,77 7,76 | 13,85 1,71 7,58 4,16 | 13,70 
6,50 | 21,08 | 4,96 | 18,70 3,82 | 16,25 7,64 | 13,64 3,38 | 14,98 3,92 | 12,90 
0,05 | 0,21! 0,07! 0,12] 0,04 | 0,13 
0,51! 1,65! 0,66 | 2,49| 0,58 | 2,47| 1,60! 2,86! 0,60! 2,66| 0,85| 2,80 
ae = > Be = > = = — | 0,21| 0,69 
0,38! 1,23) 0,13) 0,49! 0,26| 1,11! 0,27| 0,48! 0,21! 0,93| 0,17| 0,56 
0,31! 1,01! 0,34| 1,28| 0,28| 1,19| 0,81 1,455 | 0,33! 1,46| 0,46| 1,52 
0,671 2,17 | 0,71], 2,68 | 0,55) 2,34 | 1,74) 3,11) 0,531 235 0,78| 2,57 
0,48) 1,56) 0,18| 0,68 | 0,53| 2,26| 0,60 | 1,07| 0,53| 2,35| 0,48| 1,58 
0,36) 1,17| 0,32| 1,21| 0,37| 1,57| 0,90| 1,61| 0,25| 1,11| 0,39] 1,29 
0,05! 0,16! 0,25 | 0,94 + — 0,29 | 0,52 + — 0,31 1,02 
— | — | 0,19| 0,71 — — = — = — — — 
0,18 0,58! 0,13| 0,49| 0,13| 0,55| 0,19| 0,34| 0,15| 0,66! 0,14! 0,46 
0,09! 0,29! 0,10| 0,38| 0,07| 0,30| 0,18| 0,32| 0,06| 0,27| 0,06| 0,20 
0,55 1,78 1,35 5,09 1,07 | 4,55 2,44 | 4,36 | 0,84 3,72 1,29 | 4,25 
(0,55)! — (5.82)! — (0,58) — (9,06)! — (0,72)| — (8,04)| — 
1,30 | 4,22 | 0,86 3,24 1,24 5,28 2,01 3,59 1,05 4,65 1,01 3,33 
0,73 2,37 | 0,61 2,3010. 0,75 3,19 1,39 2,48 | 0,89 3,94 1,07 3,53 
— mi — — = 0,08 | 0,34 — — + — — — 
0,52 1,69 0,40 1,51 0,54 | 2,30 | 0,98 1,75 0,52! 2,30 | 0,48 1,58 
0,14 | 0,45) — — | 0,79] 3361 — | = | 0,56 2 Asse 
29,82 | 26,51 | 23,51 | 56,01 22,57 | 30,34 





Wie das Diagramm in Abbildung 1 zeigt, sind vor dem Erscheinen des 
Methioninsulfoxyds einzelne scharf aufgetrennte Ninhydrin-positive Fraktionen 
feststellbar. Nach unseren früheren Untersuchungen an Drosophilalarven (CHEN 
und HANIMANN 1965, CHEN ef al 1966) und ihrer Reihenfolge in der Eluierung aus 
der Harzsäule handelt es sich hier sehr wahrscheinlich um verschiedene Phos- 
phatester und die Sulfosäure Taurin. Die ersten drei Fraktionen werden vorläufig 
als Phosphoserin, Glycerophosphoäthanolamin und Phosphoäthanolamin be- 
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zeichnet. Ob in diesen Eiern, wie bei Larven und Puppen, auch Tyrosinphosphat 
vorkommt, können wir noch nicht mit Sicherheit feststellen, da dieser Phos- 
phatester sich schwer von Glycerophosphoäthanolamin trennen lässt. Das 
Äthanolamin wird im basischen Bereich zwischen Ornithin und Ammoniak 
eluiert (siehe Abb. 1). Im Verlaufe der Embryogenese nimmt die Totalmenge des 
Glycerophosphoäthanolamins deutlich zu, während diejenige des Phosphoäthanol- 
amins abnimmt (Tab. 1). Phosphoserin und Taurin bleiben in ihrem Gehalt 
weitgehend unverändert. 

Ausser den oben beschriebenen Stoffen fanden wir bei O-stündigen Eiern 
noch mindestens fünf kleine Ninhydrin-positive Fraktionen, deren Lagen von 
denjenigen der bisher getesteten Aminosäuren abweichen. In den 5 und 15 Stunden 
alten Embryonen konnten zwei ziemlich konzentrierte Fraktionen unmittelbar vor 
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ABB. 2. 


Phosphatester und Peptide in 15-stündigen Eiern von Drosophila melanogaster. Es sind nur die 
Fraktionen in den ersten 115 ml des Eluats angegeben. 


der Asparaginsäure eluiert werden (Abb. 2). Da alle diese Fraktionen nach der 
Hydrolyse verschwanden, werden sie als Peptide bezeichnet. Die Analyse ihrer 
Aminosäurenzusammensetzung steht jedoch noch aus. 


2. Culex pipiens var. fatigans 


Die Eier von Culex enthalten ebenfalls besonders viel Glutaminsäure, 
Glutamin und «-Alanin (Abb. 3 und Tab. 2). Da die vorliegende Fraktionierung 
bei 50°C durchgeführt wurde, konnten Glutamin, Asparagin und Serin nicht 
voneinander getrennt werden. Aus dem gleichen Grund waren Methioninsulf- 
oxyd und Asparaginsäure teilweise vermischt. Im Gegensatz zu Drosophila 
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ABB. 3. 


Freie Aminosäuren und Derivate in ca. 0 bis 24 Stunden alten Eiern (0,46 gr/ml) von Culex 
pipiens var. fatigans nach Ionenaustausch-Chromatographie. AAA = «-Aminoadipinsäure. Fur 
Abkürzungen und weitere Erklärungen, siehe Text in Abbildung 1. 
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ist die Konzentration von Valin, Leucin und y-Aminobuttersäure relativ 
hoch, während Tyrosin und Phenylalanin nur spurenweise vorhanden sind. (vgl. 
Abb. 1 und 3). Eine Ninhydrin-positive Fraktion, die bei 50°C unmittelbar 
vor Glycin aus der Harzsäule eluiert wird, ist HCI-beständig. Wird die Frak- 
tionierung bei 30°C durchgeführt, so erscheint sie zwischen Alanin und Valin. 
Unsere Tests mit reinen Substanzen deuten darauf hin, dass es sich um die 
«-Aminoadipinsäure handeln könnte. Die Lage und das Verhalten dieser Substanz 
stimmen mit den Angaben von ZACHARIUS und TALLEY (1962) gut überein. Durch 





Freie Aminosäuren und Derivate in O bis 24 Stunden alten Eiern von 


TABELLE 2 


Culex pipiens var. fatigans. 


Aminosäuren und Derivate 
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oxydativen Abbau der e-Aminogruppe kann Lysin, welches in Culexeiern reichlich 
vorhanden ist, in «-Aminoadipinsäure übergeführt werden (LANG 1952). Für eine 
definitive Identifizierung muss die vorliegende Fraktion isoliert und rein dargestellt 
werden. 

Die quantitativen Veränderungen der einzelnen Aminosäuren, die wir mit 
Hilfe der 2-dimensionalen Papierchromatographie bestimmen konnten, sind in 
Tabelle 3 zusammengefasst. Für Tyrosin, «-Alanin, Asparaginsäure, Leucin und 


TABELLE 3 


Zweidimensionale papierchromatographische Bestimmungen der freien Aminosäuren in 
Eiern von Culex pipiens var. fatigans. Es sind jeweils Mittelwerte (Extinktion/1000 Eier ) 
aus 5-11 Einzelbestimmungen. 

















Aminosäuren Oh | 8h | 16h | 24h | 32h | 40h 
| 

w-ALA . . 3. 2er | 0,088 0,099 0,119 0,130 0,145 0,291 
B-ALA 2 2 2. ae sF =F FF 0,014 0,012 0,034 
ARG 72:2 0,016 0,020 — 0,020 0,045 0,099 
ASPETT 0,078 | 0,114 0,075 0,111 0,098 0,080 
ASP-NH, . . . .. = + 4 = = + 

GLU I SE 0,322 0,521 0,511 0,447 0,366 0,363 
GLU-NH, 0,050 0,098 0,088 0,093 0,086 0,223 
GLY ee ee ee 0,026 0,039 0,055 0,056 0,051 0,080 
Hiss. Sen — 0,024 | 0,016 0,019 0,049 0,036 0,059 
LEU/ISO 0,067 0,055 0,053 | 0,084 0,070 0,123 
BYS 2.4). 2.4 ae | 0,010 0,028 0,033 0,026 0,022 0,076 
MSO... . .8 0,014 0,029 0,031 0,046 0,037 0,046 
ORN. 0,005 0,099 0,026 0,011 + 0,049 
PRO =E ar =F + aE + 

SER 0,077 0,150 0,149 0,100 0,101 0,183 
THR o .. Sem 0,016 0,031 0,047 0,052 0,045 0,062 
TYR as 0,039 0,015 0,052 0,062 0,075 0,058 
VAL. . 2» 2 0,030 0,051 0,053 0,084 0,085 0,118 
Unbekannt .... 0,043 0,055 0,047 0,105 0,084 0,124 
I&al. .«. 22 0,905 1,330 1,358 1,499 1,358 2,068 





Valin besteht eine gute Ubereinstimmung zwischen den vorliegenden und unseren 
früheren Ergebnissen (CHEN und BRIEGEL 1965). Die übrigen Aminosäuren, wie 
Glutaminsäure, Glutamin, Glycin, Histidin, Serin, Lysin und Arginin wurden auch 
einzeln gemessen. Wie aus Tabelle 3 ersichtlich ist, erreicht der Gehalt an Gluta- 
minsäure ein Maximum im Alter von 8 bis 16 Stunden. Glutamin nimmt zu 
Beginn der Entwicklung ebenfalls rasch zu, bleibt aber relativ konstant während 
etwa 32 Stunden; eine deutliche Zunahme ist erst beim Schlüpfen feststellbar. 

Auf dem Diagramm in Abbildung 3 sind Phosphoserin, Glycerophospho- 
äthanolamin und Phosphoäthanolamin deutlich sichtbar, wogegen der Gehalt an 
Taurin auffallend gering ist. Wie später noch beschrieben wird (S. 582), bestätigte 
die Hydrolyse diese Beobachtung. 
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Ferner sind die Mückeneier durch das Vorhandensein zahlreicher Peptide 
gekennzeichnet. Zwei Peptide, die unmittelbar nach Leucin eluiert werden, 
kommen nur bei Culex vor (siehe Abb. 3). Da alle diese Fraktionen schwach 
konzentriert sind und z.T. mit anderen Komponenten überlappen, wird eine 
genaue Bestimmung ihrer Aminosäurezusammensetzung schwierig sein. 


3. Phormia regina 


Wie bei Drosophila und Culex erweisen sich die Eier der Schmeissfliege als 
sehr reich an Glutaminsäure, Glutamin und «-Alanin (Abb. 4). Bei frisch abgeleg- 
ten Eiern macht der Gehalt an Glutaminsäure rund 27 % der gesamten Ninhydrin- 
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ABB. 4. 


Freie Aminosäuren und Derivate in frisch abgelegten Eiern (0,22 gr/2ml) von Phormia regina 
nach Ionenaustausch-Chromatographie. Für Abkürzungen und weitere Erklärungen, siehe Text 
in Abbildung 1. 
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positiven Stoffe aus (Tab. 4). Im Vergleich mit Isoleucin und Leucin ist Methionin 
verhältnismässig konzentriert; ß-Alanin konnten wir nur bei O-stündigen Eiern 
mit Sicherheit nachweisen, während Ornithin bei allen bisher untersuchten Stadien 
fehlt. 


TABELLE 4 


Freie Aminosäuren und Derivate in Eiern von Phormia regina. 





















































. É Oh 3h | 7h 17 h 
Aminosäuren 

und — e e 

Deavats uM/g Wo uM/g | % | uM/g | Yo uM/g o 
PSER... 0,14 0,23 0,22 0,31 0,46 0,41 0,35 1,11 
GPEA. . . 0,11 0,18 3,25 4,53 3,63 3,23 0,19 0,60 
PEACE | 277 4,57 1,38 1,921 | 155013 0,65 2,06 
FAURE 2,08 3,43 2,09 2,91 3,41 3,05 1,20 3,81 
MS Orten 1,67 2,75 3,15 4,39 6,10 5,46 2,08 6,61 
ASP . .. 1,36 2,24 112 HF 1,56 0,77 0,69 0,24 0,76 
THR... 0,68 1,12 1,11 1,55 2,61 2,33 1,00 3,18 | 
SER ... 2,67 4,40 3,26 4,54 4,39 3,93 1,41 4,48 | 
GLU-NH, . 
ASP-NH, l 6,68 j 1101 6,21 8,66 5,14 4,60 2,05 6,51 
PRO -13 1,98 3,26 1,60 2,23 4,46 3,98 2,02 6,42 
GLU . . | 16,57 4 27,32. |; 21,06 i} - 29,36 IE 34,12 76 30:52 4,63 14,71 
GLY... ! 2,48 4,09 | 3,10 4,32 5,45 4,88 1,48 4,70 
SALA ..| 10,63 | 17,53 10,71 14,93 18,03 16,13 6,23 19,79 
y-ABA . . — | — == _ -|- —- — — 
VAL REL] 0,44 0,73 1015 1,60 3,55 3,18 0,94 2,99 
MET... 1,10 1,81 0,69 0,96 1,07 0,96 0,31 0,98 
BOM | 0,58 0,96 0,73 1,02. i] 1,86 1,66 0,82 2,60 
PEU . . ! 0,81 1,34 1,38 1,92 2,79 2,50 1,25 3,97 
TYRA oe 0,48 0,79 0,87 Tea W252 2,25 0,89 2,83 
PHE ... 0,28 0,46 0,53 0,74 | 2,04 1,82 0,62 1,97 
BABA | 0,62 1,02 + = a = a = 
y-ABA . . + — + — -+ — + — 
ORN... + = + — + — — — 
EAP" 1,10 1,81 i77 2,47 1,43 1,28 + — 
NHs . . 21 2.06 —2 (3,47) =a (1,64) = (0,88) 
LYS ste 4 0,89 L4 1,56 Daly 0,99 0,89 0,49 1,56 
HIS ... 2.52 4,15 3,37 4,70 4,03 3,60 2,15 6,83 
TRY “ae. + — + — — + — 
ARG... 0,92 1,52 1,42 1,98 | 1,05 0,94 0,48 1,52 
Peptide . i col te a Es Mo i 
Total . . . | 60,65 | 71,13 111,80 31,48 
(ohne NH,) 








Tabelle 4 fasst die quantitativen Veränderungen der einzelnen Komponenten 
zusammen. Charakteristisch für die Phormia-Eier ist der hohe Gehalt an freien 
Ninhydrin-positiven Stoffen; ihre Totalmenge zu Beginn der Entwicklung ist 2 
mal höher als bei Drosophila und Culex. Diese erreicht ein Maximum bei 7 Stunden 
und sinkt rasch ab kurz vor dem Schlüpfen. Wie die Messwerte in Tabelle 4 zeigen, 
steigen während der ersten 7 Stunden sowohl die absolute als auch die relative 
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Menge des Methioninsulfoxyds dauernd an. Innerhalb dieser Periode verstärkt 
sich Glutaminsäure, während Glutamin deutlich abnimmt. Dieses reziproke 
Verhalten deutet auf die Stoffwechselbeziehung der beiden Substanzen hin 
(siehe CHEN 1966). Bemerkenswert ist ferner die stete Abnahme der Asparaginsäure 
während der ganzen Embryogenese. 

Im sauren Bereich und vor Austreten des Methioninsulfoxyds befinden sich 
zwei recht konzentrierte Fraktionen, deren chromatographisches Verhalten auf 
Phosphoäthanolamin und Taurin hin deutet (siehe Abb. 4). Dagegen liegt die 
Konzentration des Phosphoserins und Glycerophosphoäthanolamins gerade an 
der nachweisbaren Grenze. Dies trifft aber nur bei frisch abgelegten Eiern zu. 
Wir fanden nämlich, dass das Mengenverhältnis dieser sauren Komponenten sich 
im Laufe der Embryonalentwicklung stark ändert. Wie in Abbildung 5 dargestellt 
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ABB. 5. 


Veränderungen der Phosphatester (PSER, GPEA, PEA) und des Taurins (TAU) in 0 (a), 
7 (b) und 17 (c) Siunden alten Eiern von Phormia regina. 


ist, wird der Gehalt an Phosphoserin und insbesondere Glycerophosphoäthano!- 
amin in den ersten 7 Stunden stark erhöht; bei 17 Stunden fällt er wieder ab. 
Phosphoäthanolamin nimmt während der ganzen Entwicklung stetig ab. Die 
Zunahme des Taurins zwischen 0 und 7 Stunden ist unverkennbar; gegen Ende 
der Embryogenese bleibt sein Gehalt immer noch auf dem gleichen Niveau wie 
zu Beginn der Entwicklung. Auf die stoffwechselphysiologische Bedeutung dieser 
Phosphatester werden wir noch zurückkommen (8.585). 

Die Phormia-Eier besitzen auffallend wenig Peptide. Lediglich zwischen 
Phosphoäthanolamin und Taurin sowie in der Nähe des Methioninsulfoxyds und 
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Glycins sind drei schwach konzentrierte Fraktionen feststellbar (Abb. 4). Die 
letzten zwei Fraktionen überlappen teilweise mit den beiden Aminosäuren. 


4. Hydrolyse der Eiextrakte. 


In Abbildung 6 haben wir das Muster der Ninhydrin-positiven Fraktionen 
für die ersten 130 ml des Eluats vor und nach der Hydrolyse zusammengestellt. 
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ABB. 6. 


Vergleich der Muster der freien Ninhydrin-positiven Fraktionen in den ersten 130 ml des Eluats 

vor (links im Bild) und nach (rechts im Bild) der Hydrolyse. (a,b) 0-stündige Drosophilaeier, 

(c,d) 0/24-stündige Culexeier, (e,f) 314-stiindige Phormiaeier. HCYS, Homocysteinsäure; LA, 
Lävulinsäure. Für Abkürzungen und weitere Erklärungen, siehe Text in Abbildung 1. 
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Wie oben beschrieben wurde, handelt es sich in diesem Bereich vor allem um die 
Phosphatester, Taurin, Methioninsulfoxyd und Asparaginsäure. Vor der Hydro- 
lyse ist das artspezifische Muster der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Eitypen deutlich erkennbar. Nach der Hydrolyse verschwanden erwartungsgemäss 
alle Phosphatester und Peptide. Die Hauptfraktionen in Hydrolysaten bestehen 
stets aus Homocysteinsäure, Taurin, Lävulinsäure und Asparaginsäure, die jedoch 
entsprechend der Zusammensetzung des unhydrolysierten Eiextrakts ein unter- 
schiedliches Konzentrationsverhältnis zeigen. Die grosse Zunahme der Aspara- 
ginsäure ist zur Hauptsache auf den Abbau des Asparagins zurückzuführen. Das 


TABELLE 5 


Freie Aminosäuren und Derivate in 31, Stunden alten Eiern von 
Phormia regina. 





nach Hydrolyse 


vor Hydrolyse 
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uM/g 7% uM/g % 
Ber... . . . . . 0,19 0,37 
wa ww er. . . . 3,10 6,04 
CLA ee ee 0,85 1,66 
Er  . . . . . 1,59 3,10 1,49 3,06 
D nn. . . . . . . . 2,46 4,79 
=ar -e 1,01 1,97 228 4,68 
Jo Us) ....... 0,99 1,93 SA 3,10 
| OO ee ls 22 4,89 1,74 3.57 
EEn EONA. . . . . . . .. 
| ASP-NH, 4,99 9,73 
RE o  . . . . . . 1122 237 
cdd . 14,55 28,33 18,60 38,20 
oca o a PRE 2,34 4,56 3,63 7,46 
05. 2 . . . . . 6,86 13,36 6,65 13,66 
Calo . . . 0,86 1,67 0,92 1,89 
OCS) so . . . . . . 
= 2.2.2 2 . . . 0,44 0,86 0,19 0,39 
|  . . . . 0,45 0,88 0,63 1,29 
O e .....220% 0,86 1,67 1,04 2,14 
o a  . … . . . . . 0,72 1,40 0,24 0,49 
Ele aa o a E 0,42 0,82 0,41 0,84 
oa A ne. + = 0,28 0,58 
CSCS . . . . . . . —- — 0,54 1,11 
BABR.....2. 22 . . . aR + + = 
Ben, 2... =H == T = 
e a  . , . . . . PS 2,24 4,29 8,81 
lh 0, . (6,77) = (15,90) F 
Ben... . 2... 0,92 1,79 1,44 2,96 
= 1122  .  . . . . DA 4,22 2:21 4,54 
RE  . . T == = ae 
ANG 2, es. 0,69 1,34 0,60 1,23 
Beide =.. . . le I: -H == u 
Total (ohne NH,) 5135 48,69 
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Hydrolysat der Culexeier enthält sehr wenig Taurin, welches im Extrakt auch nur 
spurenweise vorhanden ist. Durch Hydrolyse wird Methioninsulfoxyd in Homo- 
cysteinsäure übergeführt (LEVENBOOK und DINAMARCA 1966, LEVENBOOK 1966). 
Allerdings wissen wir nicht, ob diese Fraktion noch Cysteinsäure enthält, da die 
beiden Substanzen gleich schnell aus der Harzsäule austreten. Lävulinsäure kann 
aus Hexosen, wie Fructose und Glucose, durch Erhitzen mit Salzsäure gebildet 
werden (KARRER 1950). Da diese im Hydrolysat der Culexeier besonders konzen- 
triert ist, enthält wahrscheinlich der Eiextrakt des vorliegenden Insekts viel 
Kohlenhydrate. 

Die quantitativen Bestimmungen der Hydrolysate ergaben, dass bei Droso- 
phila die Totalkonzentration der 5- und 15- stündigen Eier eindeutig zunimmt, 
während diejenige der O-stündigen eher abnımmt (Tab. 1). Dies entspricht 
durchaus dem Gehalt an Peptiden, aus welchen zusätzliche Aminosäuren gebildet 
werden. Eine leichte Zunahme ist ebenfalls bei Culexeiern feststellbar (Tab. 2). 
Wie bereits erwähnt, kommen bei diesen zahlreiche Peptide vor; ihre Konzentration 
ist aber im allgemeinen sehr gering. Da die Phormia-Eier besonders arm an Pepti- 
den sind, ist das Ausbleiben einer Zunahme des Totalgehaltes verständlich (Tab. 5). 

In bezug auf die einzelnen Komponenten stellten wir überall nach der 
Hydrolyse eine Erhöhung des Äthanolamins und der Aminosäuren Glycin, 
Asparaginsäure, Glutaminsäure und Prolin fest. Bei Culex ist die Zunahme des 
Lysins, Histidins und Arginins ebenfalls deutlich. Die Bildung des Äthanolamins 
beruht offenbar auf dem hydrolytischen Abbau der Phosphatester, Phospho- 
äthanolamin und Glycerophosphoäthanolamin. Andere Aminosäuren wie 
Tyrosin, Methionin und Tryptophan, die durch die saure Hydrolyse leicht zersetzt 
werden, nehmen in ihrer Konzentration regelmässig ab. Dadurch kann die leichte 
Abnahme des Totalgehaltes in Hydrolysaten der O-stündigen Drosophila-Eier 
und 31/- stündigen Phormia-Eier erklärt werden. 


DISKUSSION 


Die Methode der Ionenaustausch-Chromatographie ermöglichte uns, min- 
destens 32 bis 44 freie Ninhydrin-positive Fraktionen im methanolischen Extrakt 
der Eier von Drosophila, Culex und Phormia aufzutrennen. Die meisten der in 
dieser Arbeit nachgewiesenen Aminosäuren kommen auch in anderen Insekten- 
keimen vor (siehe Übersichtstabelle in CHEN 1966). Da die Zusammensetzung 
dieser Substanzen sich im Verlaufe der Embryogenese stark ändert, muss bei 
einem Vergleich des Musters das Entwicklungsalter berücksichtigt werden. Bei den 
von uns untersuchten drei Dipteren sind im allgemeinen Glutaminsäure, Glutamin, 
«-Alanın und Asparaginsäure am stärksten vertreten. Glutaminsäure ist ebenfalls 
sehr konzentriert in Embryonen von Bombyx mori (LEGAY 1960), Schistocerca 
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gregaria (COLOMBO et al 1962) und Sphaeroderma molestum (INDIRA 1963). Einige 
Aminosäuren, wie Taurin, Ornithin, y-Aminobuttersäure und Athanolamin, die 
bei Diptereneiern regelmässig vorkommen, wurden bei anderen bisher unter- 
suchten Insekten nicht festgestellt. Methioninsulfoxyd fanden wir in O-stündigen 
Eiern von Drosophila und in allen Embryonalstadien von Culex und Phormia. 
Einzig in Eiern des Seidenspinners Bombyx mori (NARUMI er al 1950, zitiert in 
GILMOUR 1961) und der Heuschrecke Chortophaga viridifasciata (SHAW 1955) 
wurde diese Aminosäure auch nachgewiesen. Andererseits wurde das Citrullin, 
welches bei den vorliegenden Dipteren vollständig fehlt, bei Bombyx (LEGAY 1960) 
und Chortophaga (SHAW 1955) gefunden. Es besteht kein Zweifel, dass das Muster 
der Aminosäuren in Insekteneiern artspezifisch ist. Da diese z.T. eine sehr niedrige 
Konzentration haben, könnte das Fehlen der einen oder anderen Komponente 
nur methodisch bedingt sein. 

Auf Grund des chromatographischen Verhaltens scheinen einige der im 
sauren Bereich aufgetretenen Ninhydrin-positiven Fraktionen Phosphatester zu 
sein. Diese sind z.T. recht konzentriert und weisen charakteristische Veränderungen 
in der Embryonalentwicklung auf. Phosphoäthanolamin kommt in Eiern von 
Bombyx und Chortophaga vor (GILMOUR 1961, S. 38). Die Larven von Drosophila 
(CHEN und HANIMANN 1965, CHEN et al 1966), Phormia (LEVENBOOK et al 1965, 
LEVENBOOK und DINAMARCA 1966) und Culex (CHEN und HANIMANN unver- 
öffentlicht) erweisen sich als reich an Phosphoserin, Phosphothreonin, Glycero- 
phosphoäthanolamin und Phosphoäthanolamin. Ob diese während der Oogenesc 
in den Oocyten gespeichert oder in Eizellen de novo synthetisiert werden, bedarf 
noch weiterer Untersuchungen. Äthanolamin und Serin wurden als Bestandteile 
der Phosphatide von Drosophila nachgewiesen (WREN und MITCHELL 1959). 
Nach BIEBER ef al (1961), sowie TAYLOR und Hopcson (1965) stellt das Athanola- 
min die Base eines grossen Teils der Phosphatide von Phormia dar. Es darf 
angenommen werden, dass diese Phosphatester bei Insekten, wie bei Wirbeltieren, 
in Beziehung zum intermediären Stoffwechsel der Aminosäuren Serin, Glycin und 
Threonin sowie des Äthanolamins und Cholins stehen. 

Die Tatsache, dass verschiedene Ninhydrin-positive Fraktionen nach der 
Hydrolyse verschwinden und solche Aminosäuren, wie Asparaginsäure, Gluta- 
minsäure, Glycin, Prolin, Valin, Lysin und Histidin im Hydrolysat zunehmen, 
spricht dafür, dass die von uns untersuchten Eiextrakte Peptide enthalten. Unter- 
suchungen an Larven von Drosophila (MITCHELL und SIMMONS 1962) und Phormia 
(LEVENBOOK 1966) sowie Adulten von Culex (CHEN 1963) bewiesen, dass die 
Peptide dieser Insekten aus einfachen Aminosäuren bestehen. LICHTENSTEIN 
et al (1949) berichteten über das Vorkommen von Peptidasen im Glycerinextrakt 
der Eier von Dociostaurus maroccanus. Ob die hier gefundenen Peptide als pro- 
teolytische Abspaltungsprodukte der Dottereiweisse aufzufassen sind, ist noch 
nicht abgeklärt. 
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Schliesslich soll die Frage, inwiefern die Veränderungen der Aminosäuren 
und Derivate mit den morphogenetischen Prozessen der Insektenkeime korreliert 
sind, kurz diskutiert werden. Da unsere bisherigen säulenchromatographischen 
Untersuchungen sich nur auf einige ausgewählte Stadien beschränkten, sind die 
Ergebnisse nicht ausreichend, um eine genaue Aussage zu machen. Bei Culex und 
Phormia ist die Konzentration der Aminosäuren bei den befruchteten Eiern 
relativ gering. Mit Beginn der Embryogenese steigt sie rasch an; erst am Ende der 
Embryonalentwicklung nimmt diese wieder ab. Das gleiche wurde auch bei 
Schistocerca (COLOMBO et al 1962) und Sphaeroderma (INDIRA 1963) beobachtet. 
Der rasche Anstieg beruht oflensichtlich auf dem Abbau der Dotterproteine und 
fällt mit der Periode der Blastoderm- und Keimstreifenbildung zusammen. Zur 
Zeit der Zelldifferenzierung und Organbildung werden die so entstandenen 
Aminosäuren für die Synthese der spezifischen Proteine gebraucht. In Über- 
einstimmung mit den Befunden von VON DER CRONE-GLOOR (1959) fanden wir bei 
Drosophila eine dauernde Abnahme der Totalkonzentration. Auch hier ist ein 
hoher Aminosäurengehalt für die frühe Phase der Embryogenese charakteristisch. 
Der Grund, dass solche Aminosäuren, wie Asparaginsäure, Glutaminsäure, 
Glutamin, Glycin und Alanin, einen überwiegenden Anteil des gesamten Pools 
ausmachen, ist verständlich, da diese bekanntlich eine zentrale Stelle ın der 
Biosynthese der Proteine einnehmen. 


SUMMARY 


l. The patterns of free amino acids and their derivatives in the developing 
eggs of Drosophila melanogaster, Culex pipiens var. fatigans and Phormia regina 
were investigated by ion-exchange chromatography. All together about 32 to 
44 ninhydrin-positive components could be separated in the methanol extracts. 


2. In both Culex and Phormia the total concentration of ninhydrin-reacting 
components increases rapidly at the beginning of embryonic development and 
drops again shortly before hatching. In Drosophila there is a continuous decline 
as embryogenesis proceeds. In general glutamic acıd, «-alanine, glycine and 
aspartic acid are highly concentrated. 


3. In the eggs of all three Dipteran insects three prominent ninhydrin- 
positive fractions, which show characteristic changes during embryogenesis, were 
eluted from the column ahead of taurine. These disappeared after hydrolysis 
and there was a distinct increase of ethanolamine in the hydrolysate. Based on 
the above observation as well as their chromatographic behavior these fractions 
are tentatively designated phosphoserine, glycerophosphoethanolamine and 
phosphoethanolamine. 
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4. In Drosophila methionine sulphoxide is probably present in fertilized eggs, 
but seems to be absent at later embryonic stages. The eggs of Phormia have 
markedly low content of peptides. On the other hand, a large number of peptides 
have been detected in Culex eggs which have, however, only a trace of taurine. 


RESUME 


1. La composition des acides aminés libres et leur dérivés a été étudiée au 
moyen de la chromatographie à échange de ions chez les œufs de Drosophila 
melanogaster, Culex pipiens Var. fatigans et Phormia regina. Les extraits de 
méthanole ont permis de séparer 32 à 44 fractions positives à la ninhydrine. 


2. Chez Culex et Phormia la concentration totale des composants ninhydrine 
positives augmente rapidement au commencement du développement embryon- 
naire et diminue immédiatement avant l’éclosion. Chez Drosophila la concentration 
diminue progressivement au cours de l’embryogenèse. L’acide glutamique, 
l’x-alanine, la glycine et l’acide aspartique sont particulièrement concentrés. 


3. Chez les trois espèces, trois différentes fractions positives à la ninhydrine 
sont visibles en avant de la taurine. Ces fractions montrent des changements 
caractéristiques au cours de l’embryogenése. Les fractions en question disparaissent 
après l’hydrolyse, ce qui provoque une augmentation considérable de l’éthanola- 
mine dans l’hydrolisat. Ces observations, ainsi que le comportement chromato- 
graphique de ces fractions, suggèrent qu’il s’agit de phosphosérine, glycero- 
phospho-éthanolamine et phospho-éthanolamine. 


4. Chez Drosophila le sulfoxide de methionine est probablement présent dans 
l’œuf fécondé, mais absent dans les stades embryonnaires. La concentration des 
peptides est très basse chez l’œuf de Phormia. Par contre un grand nombre de 
peptides différents ont pu étre détectés dans les ceufs de Culex tandis que ceux-ci 
ne contiennent que des traces de taurine. 
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